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(54) Title: METHOD FOR THE SPECIES-SPECIFIC DETECTION OF ORGANISMS 

00 

^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM SPEZIESSPEZIFISCHEN NACHWEIS VON ORGANISMEN 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for the species-specific detection of prokaryotes and eucaryotes, and to kits for 
implementing said method. The invention also relates to a method for species-specific detection of sepsis inducers. 



O ( 57 ) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zum speziesspezifischen Nachweis von Prokaryonten und 
Eukaryonten sowie Kits zur Durchfuh " " ^ 

schen Nachweis von Sepsiserregern. 



^ Eukaryonten sowie Kits zur Durchfuhruiig dieser Verfahren. Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zum speziesspezifi- 



<WO 0107648A1_I_> 



PCTVEP99/05234 

WO 01/07648 



T7^ a >n- e n zim sp^iesgpez i fischen Nachweis von Orqanismen 

Die vorliegende Erf indung betrif ft Verf ahren zum speziesspezif i- 
schen Nachweis von Prokaryonten und Eukaryonten sowie Kits zur 
Durchfiihrung dieser Verf ahren. Insbesondere betrif ft die Erf in- 
dung ein Verfahren zum speziesspezif ischen Nachweis von Sepsi- 
serregem . 

Der zuverlassige Nachweis verschiedenster Organismen, insbeson- 
dere von Mikroorganismen wie Bakterien, spielt eine zunehmende 
Rolle in der medizinischen Mikrobiologie und ist hauf ig Voraus- 
setzung fur die gezielte Behandlung von Infektionen bei Mensch 
und Tier. In diesem Zusammenhang haben Gurtler et al. (Microbio- 
logy 142 (1996) 3-16) und Scheinert et al . , J. Microbiol. Me- 
thods 26 (1996) 103-117) die Verwendung der 16S-23S rDNA bzw. 
rRNA Spacer-Region zur Typisierung und Identif ikation von Bakte- 
rien vorgeschlagen . Die Sequenzen von rRNAs werden bislang am 
haufigsten zur Identif ikation von Mikroorganismen benutzt. Im 
Genom von prokaryontischen und eukaryontischen Organismen sind 
die Operons fiir ribosomale RNAs (rRNAs) so organisiert, daB 
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zunachst eine umfassende Vorlauf er-rRNA transkribiert wird. 
Diese Vorlauf er-rRNAs enthalten im wesentlichen folgende Kom- 
ponenten in 5 ' -3 ' -Richtung: 

5 Prokaryonten - ribosomale DNA umfaflt Sequenzen fur: 

5' - 16S rRNA - transkribierter 16S/23S rRNA-Spacer - 23S 
rRNA - transkribierter 23S/5S rRNA-Spacer - 5S rRNA - 3' 

10 Eukaryonten - ribosomale DNA umfaJit Sequenzen fiir: 

5' - 18S rRNA - transkribierter 18S/5.8S rRNA-Spacer (ITS1) 
- 5.8S rRNA - transkribierter 5.8S/28S rRNA-Spacer (ITS2) - 
28S rRNA - 3' . 

15 

Diese generelle Organisation ist bei alien Prokaryonten (Bacte- 
ria und Archaea) und Eukaryonten vorhanden (vgl. z.B. B. Lewin, 
Genes V, Cell Press, Cambridge, Massachusetts/USA, 1994), wobei 
bislang nur sehr wenige Ausnahmen, wie z.B. das Archaeon Thermo- 
20 plasma acidophilum ( Achenbach-Richter et al., System, Appl. Mi- 
crobiol. 10 (1988) 211-214) Oder Helicobacter (Tomb et al., 
Nature 388 (1997) 539-547) bekannt sind. 

Es hat sich herausgestellt , daB die Langen der rRNA-Spacer ex- 
25 trem variabel sind und innerhalb einer gut definierten Gruppe 
von Mikroorganismen, wie z.B. Mycoplasmen, allein die Lange ein 
geeignetes Mittel zur Einordnung von Mikroorganismen in diese 
Gruppe (z.B. Mycoplasmen) ist und zum Teil auch zur Identifizie- 
rung einzelner Spezies innerhalb dieser Gruppe herangezogen 
30 werden kann. 

Bei den von Giirtler et al . (a.a.O.) und Scheinert et al. 
(a.a.O.) beschriebenen Verfahren zur Typisierung und Identifi- 
zierung von Bakterien unter Verwendung der 16S-23S rDNA bzw. 
35 rRNA Spacer-Region wird unter Verwendung geeigneter Primer zu- 
nachst eine Amplif ikation durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR- 
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Amplif ikation) durchgef iihrt . Die amplif izierten Spacer konnen 
anschlieBend gelelektrophoretisch auf getrennt und durch geeigne- 
te Detektionsverfahren, wie z.B. Far bung mi t Ethidiumbromid oder 
Silber oder durch Fluoreszenzdetektion, nachgewiesen werden. Die 
5 Lage der Banden, d.h. die Lange der amplif izierten Spacer, er- 
laubt einen vorlaufigen RiickschluB auf den jeweils nachgewiese- 
nen Mikroorganismus bzw. die jeweilige Mikroorganismen-Gruppe . 

Fur einen sicheren Nachweis, insbesondere zur Erkennung einzel- 
10 ner Spezies, ist in der Regel eine sekundare Langenunterschei- 
dung nach definierter restriktionsenzymatischer Behandlung der 
amplif izierten Spacer erf orderlich . Die einzelnen Spezies in- 
nerhalb einer Mikroorganismen-Gruppe ergeben nach gelelektropho- 
retischer Auf trennung und Hybridisierung mit Spezies-spezf ischen 
15 Oligonukleotidsonden ein charakteristisches Bandenmuster . 

Diese Methoden weisen den Nachteil auf, da/5 zum Spezies-spezif i- 
schen Erreger-Nachweis eine genaue Kenntnis iiber die jeweils zu 
erwartenden Bandenmuster erforderlich ist und dariiber hinaus 
20 eine extrem groBe Zahl spezifischer Oligonukleotidsonden zur 
verfiigung stehen muB. Die bislang im Stand der Technik bekannten 
Methoden eignen sich daher nicht zum routinemafiigen Erreger- 
Nachweis in medizinischen Labors. 

25 Im Hinblick auf die Sepsis, eine schwere, akut verlaufende In- 
fektionserkrankung, die durch bestimmte Bakterien hervorgeruf en 
wird, die in den Blutkreislauf gelangt sind, stellt sich femer 
das zusatzliche Problem, da!5 diese Bakterien von einem lokal 
entziindlichen Herd ausgehen und iiber den Blut- oder Lymphweg in 

30 Schuben ausgestreut werden. Aufgrund dieser zyklischen Schwan- 
kung sind zum bakteriellen Nachweis bei Sepsis relativ groBe 
Mengen Blut erforderlich (jeweils ca. 5 bis 10 ml fiir aerobe und 
anaerobe Blutkultur) . Dieses groBe Probenvo lumen ist mit den 
derzeit zur Verfiigung stehenden Mitteln und Methoden nur mit 

35 groflem Auf wand handhabbar, da groBere Kontaminationen mit Fremd- 
DNA (d.h. nicht-bakterieller DMA) zu einer unspezif ischen Auf- 
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reinigung und damit zur Verringerung der Spezifitat einer nach- 
folgenden PCR fiihrt- Die grofie Zahl roter Blutkorperchen kann 
ferner inhibitorisch auf die PCR wirken, und grSflere Probenvolu- 
mina sind fiir kommerziell erhaltliche Kits in der Regel nicht 
geeignet, da es haufig zur Verstopfung der zur Auf reinigung 
verwendeten Saulen kommt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verf ahren 
zum Nachweis von Organismen (Prokaryonten und Eukaryonten), z.B. 
in ausgewahlten biologischen Proben, zur Verfiigung zu stellen, 
das einfach handhabbar ist und sich fiir den routinemaBigen Ein- 
satz in medizinischen Labors eignet. Das Verf ahren soil ferner 
eine hohe Spezifitat gegeniiber einer sehr grofien Zahl von Erre- 
ger-Gruppen aufweisen, wobei eine Unterscheidung einzelner Spe- 
15 zies innerhalb dieser Gruppen auf einfache, experimentell unauf- 
wendige und kostengunstige Weise moglich sein soil. Schliefllich 
ist es Aufgabe der Erfindung, ein einf aches Verf ahren zur Ver- 
fiigung zu stellen, das den Nachweis von nur in geringen Konzen- 
trationen vorliegenden Mikroorganismen ermoglicht, wie es z.B. 
zeitweise im zyklischen Verlauf der Sepsis der Fall ist. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemafi durch Verfahren nach den An- 
sprtichen 1 bis 17 und 19 bis 24 und Kits nach den Anspriichen 25 
bis 40 gelost. 



20 



25 



30 



Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zum spezies-spezif i- 
schen Nachweis von Prokaryonten oder Eukaryonten mit Hilfe von 
Nukleinsaure-Amplifikationstechniken, bei dem man zunachst gege- 
benenfalls eine Anreicherung, Auf konzentrierung und/oder Ver- 
mehrung der nachzuweisenden Prokaryonten oder Eukaryonten in 
einer biologischen Probe vornimmt und/oder die in der biologi- 
schen Probe vorhandene DNA isoliert und/oder anreichert. Die 
Amplifikation der DNA erfolgt mit Hilfe einer Nukleinsaure-Am- 
plifikationstechnik (NAT), bei der man unter Verwendung von 
35 Amplifikationsprimern, die die fiir die betreffenden Organismen 
konservierten Sequenzen enthalten, einen Bereich der DNA ampli- 
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fiziert, der durch die konservierten Sequenzen flankiert ist. 

Zur Durchfiihrung des erf indungsgemaBen Verfahrens konnen belie- 
bige, dem Fachmann gelaufige Nukleinsaure-Amplif ikationstechnx- 
ken (NAT) eingesetzt werden, vorzugsweise eine NAT aus der Grup- 
pe bestehend aus PCR, bDNA, LCR, 3SR, SDA oder NASBA. 

Zu den (isolierten) Amplifikaten wird im nachsten Schritt ein 
Sequenzierprimer zugegeben, der mit einem Bereich innerhalb der 
amplifizierten Sequenzen hybridisiert , der bei den nachzuweisen- 
den Prokaryonten oder Eukaryonten konserviert ist. Der Sequen- 
zierprimer dieser als "Mini sequencing" bezeichneten Verfahrens- 
stufe wird dabei so gewahlt, daB fur die nachzuweisenden Proka- 
ryonten oder Eukaryonten jeweils unterschiedliche Elongate er- 
halten werden, wenn man eine Kettenabbruchpolymerisation durch- 
fiihrt, bei der man 1, 2, oder 3 der vier mSglichen Desoxyribonu- 
kleosidtriphosphate (dNTPs ) verwendet oder von den vier moglx- 
chen dNTPs eines durch ein Kettenabbruch-Desoxyribonukleosidtrx- 
phosphat (Kettenabbruch-NTP) ersetzt. Nach Bestimmung des je- 
weils erhaltenen Langenzuwachses (Elongate; d.h. Anzahl der 
Basen, urn die die Amplifikate verlangert wurden), den die Pro- 
dukte der Kettenabbruchpolymerisation gegeniiber den Amplifikaten 
aufweisen, werden diese Werte mit den Elongaten verglichen, dxe 
fur die jeweiligen Organismen aufgrund ihrer Sequenz zu erwarten 
sind. Ein bestimmter, in der Probe vorhandener Prokaryot oder 
Eukaryot wird dadurch nachgewiesen , daB beobachtete (erzielte) 
Elongation und erwartete Elongation ubereinstimmen . 

im Einzelfall kann es vorkommen, daB mehrere der in der Probe 
vorhandenen Organismen bei Verwendung eines einzigen Sequenzier- 
primers gleiche Elongate (d.h. denselben Langenzuwachs im Ver- 
gleich zu den Amplifikaten) ergeben. Gegebenenf alls verwendet 
man dann einen oder mehrere weitere Sequenzierprimer, der /dxe 
mit einem Bereich/Bereichen innerhalb der amplifizierten Sequen- 
zen hybridisert/hybridisieren, der/die bei den nachzuweisenden 
Prokaryonten oder Eukaryonten konserviert ist/konserviert sind, 
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wobei der/die weitere/weiteren Sequenzierprimer so gewahlt ist/- 
sind, daJ5 fiir die nachzuweisenden Prokaryonten oder Eukaryonten 
jeweils unterschiedliche Elongate erhalten werden, wenn man eine 
Kettenabbruchpolymerisation durchfiihrt, bei der man 1, 2, oder 
5 3 der vier moglichen dNTPs verwendet oder von den vier moglichen 
dNTPS eines durch ein Kettenabbruch-NTP ersetzt. Nach Bestimmung 
des fiir jeden Sequenzierprimer jeweils erhaltenen Langenzuwach- 
ses (Elongate; Anzahl der Basen, urn die die Amplifikate verlan- 
gert wurden), den die Produkte der Kettenabbruchpolymerisation 

10 gegeniiber den Amplifikaten aufweisen, werden diese Werte mit den 
Elongaten verglichen, die fiir die jeweiligen Organismen aufgrund 
ihrer Sequenz zu erwarten sind. Ein in der Probe vorhandener 
Prokaryot oder Eukaryot wird dadurch nachgewiesen, dafi die bei 
Einsatz der verschiedenen Sequenzierprimer experimental 1 erhal- 

15 tenen Elongationswerte (experimentell bestimmtes Elongations - 
muster) mit den fiir diesen Organismus zu erwartende Elongations - 
werten (erwartetes Elongationsmuster ) iibereinstimmen . 

Zum speziesspezif ischen Nachweis von Organismen in biologischen 
20 Proben miissen somit genau soviele verschiedene Sequenzierprimer 
verwendet werden, bis fiir alle, moglicherweise in der Probe 
vorhandenen Organismen unterschiedliche Elongationsmuster erhal- 
ten werden. Im Beispielteil ist dies anhand der Bestimmung von 
Sepsiserregern veranschaulicht • 

25 } 

Die bei der Kettenabbruchpolymerisation verwendeten Sequenzier- 
primer haben vorzugsweise eine Lange von 15 bis 30 Nukleotiden. 
Als Kettenabbruch-NTPs (chain terminators) kommen z.B. Didesoxy- 
ribonukleosidtriphosphate (ddNTPs ) , 3 ' O-Methyl-NTPs , 3 ' -Amino- 

30 NTPs und dergleichen in Frage. 

Gemafi einer besonderen Ausf iihrungsf orm der Erfindung kann das 
Verfahren bei Verwendung mehrerer Sequenzierprimer durchgef iihrt 
werden, indem man bei der Kettenabbruchreaktion von den vier 
35 moglichen dNTPs eines durch ein Kettenabbruch-NTP (z.B- ddA) er- 
setzt, wobei die Polymerisation in gleichzeitiger Gegenwart 
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aller Sequenzierprimer erfolgt, wobei die Sequenzierprimer je- 
weils unterschiedliche Markierungen tragen, urn die Unterscheid- 
barkeit der jeweiligen Elongate zu ermoglichen. 

5 Die Lange der Elongate kann durch dem Fachmann bekannte Methoden 
bestimmt werden, wie z.B. mit Hilfe elektrophoretischer Metho- 
den, durch massenspektrometrischen Nachweis oder z.B. durch 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) oder vergleichbare 
Methoden. In diesem Zusammenhang ist es von Vorteil, vorzugs- 

10 weise den Sequenzierungsprimer zu markieren. Bei Einsatz mehre- 
rer Sequenzierungsprimer sollten diese, insbesondere bei Durch- 
fiihrung der Polymerisationen in einem einzigen Reaktionsgef afi 
unter Verwendung von nur einem Terminator (z.B. ddA) , unter- 
schiedlich markiert sein. Geeignete Markierungen, wie z.B. Fluo- 

15 reszenzlabel oder sich in ihrer Masse unterscheidende Markierun- 
gen, sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Gemafi einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
weist man die Primerelongate massenspektroskopisch nach, wobei 
20 sich MALDI-TOF-Spektrometrie (Matrix-assisted laser desorption 
ionization time of flight spectrometry (MALDI-TOF-Spektrome- 
trie), vgl. z.B. Fu et al., Nature Biotechnol. 16 (1998) 381- 
384)) als besonders vorteilhaft erwiesen hat, die einen Nachweis 
von bis zu 2000 Nukleotiden oder mehr gestattet. 

25 

Vorteilhaft ist in diesem Zusammenhang die "Multiplex-Analyse", 
d.h. die simultane Analyse der Elongationsprodukte mehrerer 
Sequenzierungsprimer mit unter schiedlichen Zielsequenzen. Dazu 
werden die Elongationsreaktionen mit unterschiedlich markierten 

30 sequenzierungsprimern entweder in einem Reaktionsgef SB unter 
Verwendung eines einzigen Terminators (Alternative A) oder in 
verschiedenen ReaktionsgefaJien unter Verwendung unterschiedli- 
cher Terminatoren (Alternative B) durchgefiihrt, wobei in Alter- 
native B die Produkte der (parallelen) Elongationsreaktionen fur 

35 die Analyse vereinigt werden. Die notwendige Unter scheidung der 
Elongationsprodukte ist moglich durch Markierung der Oligonu- 
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kleotide mit: 



( a ) unterschiedlich langen 5 ' -terminalen Zusatzsequenzen , 
"Tails" (einsetzbar bei alien Nachweisverf ahren) , 

5 

(b) unterschiedlichen 5 ' -terminale Additionen, die Lauf verhalten 
(bei Standard-Polyacrylamid-Gelelektrophorese oder hochauf- 
losender Gelelektrophorese wie Plattengel-, Kapillar- oder 
Array-Kapillar-Gelelektrophorese ) oder Molekulargewicht 

10 (MALDI-TOF) drastisch verandern. Beispiele fiir solche Ad- 

ditionen sind Polyethylenglykol-Kette, Cholesterin-Derivate 
etc . , 

(c) unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstof fen (bei Standard-Poly- 
15 acrylamid-Gelelektrophorese, kombiniert mit einem Fluores- 

zenz-Scanner; routinemafiig bei hochauf ISsender Gelelektro- 
phorese; prinzipiell auch moglich bei massenspektroskopi- 
scher Analyse, wobei durch charakteristische Molekularge- 
wichtswerte und das extrem hohe Auf 16sungsverm6gen auch sich 
20 iiber lagernde Elongatationsmuster dif f erenziert werden kon- 

nen) . 



Das erf indungsgemafie Verfahren unterliegt prinzipiell keinen 
25 methodischen Einschrankungen auf eine bestimmte Organismengrup- 
pe. Voraussetzung fiir die sichere (Wieder- )Erkennung und Orga- 
nismendif ferenzierung ist lediglich, daB die Zielsequenzen (z.B. 
rRNA, rDNA) der nachzuweisenden Organismen bekannt ist. Das 
erf indungsgemaBe Verfahren der Organismenbestimmung anhand uni- 
30 verseller, d,h. in alien Organismen essentiell vorkommenden 
Sequenzen, (wie z.B. ribosomalen Sequenzen) ist daher zum diffe- 
renziellen Nachweis definierter Organismengruppen aller Arten 
von Prokaryonten und Eukaryonten (Bakterien, Pilzen, Pflanzen 
und Tiere) geeignet. 

35 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden unter "Prokaryonten" 
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Vertreter der Gruppe der Bacteria und Archeae verstanden und 
schliefien samtliche, unter diese Gruppen fallenden Spezies mit 
ein. Der Begriff "Eukaryonten" schlieflt sowohl ein- als auch 
mehrzellige Organismen ein, wie z.B. Amoben, Trypano somen, Plas- 
5 modien, Hefen, ein- und mehrzellige Parasiten, sowie Pflanzen 
und Tiere, wobei samtliche, unter diese Gruppen fallenden Spe- 
zies eingeschlossen sind. 

Als Zielsequenzen konnen im Rahmen der vorliegenden Erf indung im 
10 Prinzip alle durch konservierte Bereiche flankierte variable 
Sequenzen in Betracht kommen, die in alien (nachzuweisenden ) 
Organismen essentiell vorkommen. Beispielsweise ist es moglich, 
die variablen rDNA-Sequenzen einschliefilich rRNA-Spacer als 
Zielsequenzen auszunutzen. Dariiber hinaus kann aber auch von 
15 anderen speziesspezif ischen Genen oder Genabschnitten ausgegan- 
gen werden, wie z.B. vom Cytochrom b-Gen aus Mitochondrien (vgl. 
Irwin et al . , J . Mol. Evol. 32 (1991) 128-144), das zum spezies- 
spezif ischen Nachweis von Eukaryonten dienen kann. 

20 Das erf indungsgemaBe Verfahren kann in den unterschiedlichsten 
Bereichen angewandt werden. Die in den nachf olgenden Anwendungs- 
beispielen genannten (Mikro-) Organismen stehen jedoch nur stell- 
vertretend fur andere Vertreter aus den jeweiligen Organismen- 
reichen (Prokaryota = Bakterien; Eukaryota = ein- und vielzel- 

25 lige Pilze, Pflanzen und Tiere) wie sie in der biologischen 
Systematik unterschieden werden: 

a) Nachweis von Sepsis- Erregern sowie anderen bakterielle Erre- 
qem (Pathogenen) bei Mensch, Tier und Pflanzen sowie in 
30 Zellkulturen derselben; 

Nachweis von Einzellem (Protozoen: Flagellaten, Amoeben, 
Sporozoa, Ciliaten) als Verursacher von z.B. Darmerkrankun- 
gen bei Mensch und Tier ( insbesondere auch Nutztieren); 

Nachweis von Schadlingen, Kontaminanten , Verderbnis- Erregern 



b) 



35 



c) 
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und Pathogenen in der Landwirtschaf t , Tierzucht, Lebensmit- 
telindustrie sowie beim Saatgut: hier sind wiederum defi- 
nierte Organ! smengruppen aus alien systematischen Gruppen 
des Lebens (s.o.) dif f erenzierbar und ausdriicklich einge- 
5 schlossen, insbesondere aus den Gruppen der Bakterien, Pro- 

tozoen, Pilze und Artrophoden; 

d) Nachweis von Helminthen (Wurmer) als Verursacher von Darm- 
erkrankungen (z.B. Durchf all ) ; 

10 

e) Nachweis von Pilzen als Erreger von Pilzerkrankungen bei 
Mensch, Tier und Pflanze; 

f) Art-, Rassen- und Herkunf tsbestimmung in der Tier- und 
15 Pf lanzenzucht, Arterhaltungszucht sowie Landwirtschaf t , 

Fischerei (z.B. Stichproben bei Oberprufung der Fangquoten) 
und bei Lebensmittelkontrollen; 

g) Biodiversitats-Untersuchungen fur definierte Gruppen von 
20 Organismen wie z.B* von Siiii- oder Salzwasserf ischen ein- 

schliefllich deren Larvenstadien in Europa oder anderen geo- 
graphisch eingrenzbaren Regionen (z.B. zur Bestimmung von 
Bestandszahlen fiir Fangquoten u.a.), Bestimmung von Leit- 
organismen fiir Gewassergute oder Bodenbegutachtung . 

25 

Insbesondere in der medizinischen Diagnostik kann das Verfahren 
der vorliegenden Erfindung universell eingesetzt werden, wie 
z.B. zur Klarung der Frage, welche Erreger ( gruppen ) vorliegen, 
wenn ein bestimmtes Krankheits symptom beobachtet wird. So konnen 
30 beispielsweise die Ursachen fiir die folgenden medizinisch 

relevanten Krankheits symptome mit Hilfe des erf indungsgemafien 
Verfahrens ermittelt werden: 

Fieber als Folge von bakteriellen (Sepsis), parasitaren 
35 (z.B. Malaria) oder Pilz-Erregern (z.B. Candida) im Blut; 
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Him- Oder Himhautentziindung , d.h. Kopf schmerzen, Nacken- 
steifigkeit, Bewufitseinstrttbung aufgrund von bakteriellen 
(Meningokokken, Haemophilus influenza, Pneumokokken , Tuber- 
kelbacillen, E. coli, Listeria monocytogenes), parasitaren 
(z.B. Toxoplasmosis) oder Pilz-Inf ektionen (z.B. Cryptococ- 
cus neof ormans ) ; 

inf ektionen des Respirationstrakts , d.h. Hasten, Auswurf, 
Kurzatroigkeit etc. aufgrund von bakteriellen (z.B. Pneumo- 
kokken, Chlamydien, Mycoplasmen ) , parasitaren oder Pilz- 
Inf ektionen (z.B. Pneumocystis carinii ) ; 

Inf ektionen des Auges, d.h. tranendes Auge, unter Umstanden 
Eiter, getriibtes Sehen etc. Als mSgliche Ursache konnen wie- 
derum eine Reihe von bakteriellen (z.B. Chlamydien, Gonorr- 
hoe, Staphylococcus aureus) oder parasitaren Erregern (z.B. 
Toxoplasma gondii, Onchocerca volvulus etc.) in Betracht 
kommen ; 

Durchfall und Gewichtsverlust etc. als Folge von bakteriel- 
len (z.B. Salmonellen, Yersinien, Campylobacter, E.coli, 
Vibrionen, Clostridien, Bacillus), parasitaren (z.B. Amoben, 
Giardien, Cryptosporidien ) oder Pilzinf ektionen (Candida); 

Schmerzen bei der Miktion, Hamaturie etc. als Zeichen einer 
Harnwegsinfektion, z.B. verursacht durch E.coli, Staphylo- 
kokken, weitere Enterobacteriaceen wie Proteus mirabilis als 
bakterielle Erreger, Candida als Pilzvertreter , oder Schi- 
stosomen als parasitare Erreger. Zu dieser Gruppe zahlen 
auch die primar sexuell iibertragbaren Erreger, wie z.B. 
Chlamydien, Gonorrhoe, Syphilis, Mycoplasmen etc.; 

inf ektionen der Haut, d.h. Hautrotungen , Hautjucken, Blas- 
chenbildung etc. Zuriickzufiihren auf Pilzinf ektionen roit 
Dermatophyten wie z.B. Trichophyton, Epidermophyton und 
Microsporon, bakterielle Inf ektionen (z.B. Staphylococcus 



0107648A1_I_> 



WO 01/07648 



- 12 - 



PCT/EP99/05234 



aureus oder Steptococcus pyogenes) oder parasitare Erkran- 
kungen, z.B. Leishmanien . 

Durch Anwendung des erf indungsgemaflen Verf ahrens konnen Erreger 
5 speziesspezifisch nachgewiesen werden, wodurch gezieltere und 
damit haufig nebenwirkungsarmere Behandlungen ermoglicht werden 
als im Falle breiter angelegter Therapien. 

10 Unter "biologischen Proben" werden im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung a lie Arten von Proben verstanden, in denen eine be- 
grenzte, wohldef inierte Gruppe nachzuweisender Prokaronten oder 
Eukaryonten vorliegen kann. Bei Anwendung des erf indungsgemaflen 
Verfahrens in der medizinischen Diagnostik kann es sich bei der 

15 biologischen Probe z.B. urn Blut, Stuhl, Abstriche etc. handeln 
(z.B. Nachweis von Sepsiserregern in Blut, Nachweis von Protozo- 
en in Blut oder Faeces etc . ) . Beim Nachweis von Lebensmittelkon- 
taminanten, Pf lanzenschadlingen und dergleichen konnen allgemein 
tierische oder pflanzliche Gewebe oder Flussigkeiten, wie z.B. 

20 Fleisch oder Fleischsaft, als Probe dienen (z.B. Nachweis von 
Salmonellen in Fleisch, Nachweis von Pf lanzenschadlingen in 
Saatgut). Ferner kommen Umweltproben wie z.B. Boden- oder Gewas- 
serproben in Betracht. Bei Fischbestandsanalysen oder z.B. zur 
Artenbestimmung in der Fischzucht und Fischeribiologie kann als 

25 biologische Probe etwa auch Fischlaich oder eine Planktonprobe 
dienen. 

Der Fachmann ist in der Lage, die biologischen Proben zum spe- 
ziesspezif ischen Nachweis von Organismen so auszuwahlen, dafl die 

30 Gruppe der Organismen, die in der Probe vorliegen konnen, be- 
grenzt und wohldef iniert ist. So sind z.B. bei der Abklarung 
einer Sepsis die fur diese Erkrankung verantwortlichen Erreger 
bekannt, so dafl bei der Untersuchung einer Blutprobe der klini- 
sche Verdacht auf Sepsis bestatigt werden kann, wenn man durch 

35 Anwendung des erf indungsgemaflen Verfahrens eines oder mehrere 
der in Tab. 1 auf gelisteten Bakterien nachweist. 
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Gemafl einer besonderen Ausf iihrungsf orm der Erfindung wird somit 
ein Verfahren zum Nachweis von Sepsiserregern zur Verfugung ge- 
stellt, bei dem die biologische Probe Blut ist und die Organis- 
men aus der Gruppe bestehend aus Staphylococcus aureus, Staphy- 
5 lococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus 
pyogenes, Enterococcus faecalis, Neisseria meningitidis, Esche- 
richia coli, Enterobacter spec, Proteus spec, Pseudomonas ae- 
ruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mendocina, Pseu- 
domonas syringae, Haemophilus influenzae, Haemophilus ducreyi 

10 und Bacteroides spec ausgewahlt sind. Vorzugsweise wird das 
Verfahren durchgef iihrt , indem man Blut des Patienten in Puffer 
aufnimmt und die humanen Zellen einer Lyse unterzieht, z.B. 
unter Verwendung von 1 bis 20 Gew.-% Tween® (Polyoxyethylen- 
Derivate von Sorbitanestern) , Triton® oder 3-[N-( 3-Cholanamido- 

15 propyl )-dimethylammonio]-l-propansulf onat (CHAPS) . Besonders 
bevorzugt wird das Blut in Lysispuffer durch Vermischen von 1 
Volumenanteil Blut mit 4 Volumenanteilen Lysispuffer aufgenom- 
men, wobei der Lysispuffer aus 109,5 g (0,32 M) Sucrose, 1,221 
g (10 mM) Tris-HCl, 10 ml (1%) Triton X-100, 1,016 g (5 roM) MgCl 2 

20 ad 1000 ml destilliertem Wasser (pH 7,5) besteht, man anschlie- 
flend fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefiend 
das Gemisch in einem Zentrif ugenrohrchen einer geeigneten Menge 
einer Kissenf lussigkeit einer Dichte von 1,07 g/ml iiberschichtet 
und man bei 1500 g fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur zentrifu- 

25 giert, wodurch man die Bakterien im Pellet erhalt (anreichert ) . 
GemaB einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung verwendet 
man eine Kissenf lussigkeit , von der 100 ml aus 10 ml (1,5 M) 
NaCl-Losung (87,6 g NaCl auf 1000 ml), 49,2 ml Percoll mit einer 
Dichte von 1,13 ± 0,005 g/ml und 40,8 ml destilliertem Wasser 

30 bestehen. 

Das Pellet wird vorzugsweise anschlieBend zweimal mit 0,15 M 
NaCl-Losung bei Raumtemperatur gewaschen, bei 1500 g pelletiert, 
und man verdaut das in TE-Puffer (10 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM 
35 Na 2 EDTA) resuspendierte Bakterienpellet nachfolgend fiir 2 Stunden 
bei 56 °C mit Proteinase K, und man inaktiviert die Proteinase K 
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im Anschlufl bei 95 °C fur 15 Minuten, wobei man das erhaltene 
Lysat, das die bakterielle DNA enthalt, entweder unmittelbar in 
einer Nukleinsaure-Amplif ikationstechnik einsetzt Oder man zuvor 
eine weitere Aufreinigung durch Verwendung eines z.B. auf Glas- 
5 matrix (Glasmilch) basierenden Auf reinigungs systems zum Auf- 
schlufl von Bakterien und/oder zur Elimination von Inhibitoren 
der Amplif ikation durchfiihrt. 

Bei der Kissenf lussigkeit kann anstelle von Percoll auch Sucrose 
10 Oder Ficoll eingesetzt werden. Die Dichte des Kissens sollte in 
jedem Fall bei 1,07 g/ml liegen. 

Anschliefiend wird - wie oben angegeben - eine dem Fachmann all- 
gemein bekannte NAT mit anschliefiender Kettenabbruchpolymerisa- 
15 tion durchgef iihrt . 

GemaA einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung verwendet 
man als Amplif ikationsprimer beim Nachweis von Sepsiserregern 
das Primerpaar gemaB SEQ ID NO 1 und 2 oder das Primerpaar gemaJ3 

20 SEQ ID NO 3 und 4 aus, wobei das Primerpaar gemafl SEQ ID NO 1 
und 2 besonders bevorzugt ist. Fur die Kettenabbruchpolymerisa- 
tion verwendet man vorzugsweise mindestens einen Sequenzierungs- 
primer aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO 5, 6, 7 , 8, 9, 10 
und 11 (vgl. auch D.J. Lane in "Nucleic Acid Techniques in Bac- 

25 terial Systematics " , John Wiley & Sons 1991, S. 115-175). Beson- 
ders bevorzugt fiihrt man drei Kettenabbruchpolymerisationen 
durch, eine Reaktion in Gegenwart der Sequenzierungsprimer gemafi 
SEQ ID NO 5 und 6 (vorzugsweise mit ddA als Terminator), eine 
Reaktion mit den Primern gemaii SEQ ID NO 7, 8, und 9 (vorzugs- 

30 weise mit ddG als Terminator), sowie eine Reaktion in Gegenwart 
der Primer gemafi SEQ ID NO 10 und 11 (vorzugsweise mit ddA als 
Terminator) . 

Als Vorteile des Verfahrens der vorliegenden Erfindung gegeniiber 
35 der Langenbestimmung von PCR-Fragmenten in einem Agarosegel mit 
und ohne enzymatischen Restriktionverdau ist insbesondere die 
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erhohte Spezifitat (Nachweissicherheit) zu nennen. Durch den 
Einsatz eines internen Primers und dessen Elongation (beim Mini- 
sequencing, s.o.) ergibt sich eine spezifische Erkennung des 
PCR-Fragments und damit eine erhohte Sicherheit im Sinne einer 
5 eindeutigen Aussage gegeniiber der bloBen Langenbestimmug von 
PCR-Fragmenten ohne Identitatskontrolle wie z.B. bei Giirtler et 
al. (vgl. Microbiology 142 (1996) 3-16; W096/19585). 

Fur die Durchfuhrung der NAT (z.B. PCR) sowie der Kettenabbruch- 
10 polymerisation des erf indungsgemafien Verfahrens wird etwa die 
gleiche Zeit benotigt wie fur ein herkSmmliches Verfahren mit 
PCR und nachfolgender Enzymbehandlung (vgl. z.B. Giirtler, 
a.a.O.). Da der Nachweis bzw. die Langenbestimmung der Elongate 
jedoch automatisierbar ist (z.B. durch Anwendung der MALDI -TOF- 
15 Spektrometrie), kann die finale Analyse im Sekunden- bis Minu- 
tenbereich durchgefiihrt werden. Demgegeniiber ist eine herkomm- 
liche Gelanalyse naturgemaB nur schwer automatisierbar und damit 
auflerdem kostenintensiver als die erf indungsgemafi bereitgestell- 
te Losung. 

20 

Femer liegt der besondere Vorteil des erf indungsgemaflen Ver- 
fahrens darin, daft uberraschenderweise ein einf aches und all- 
gemein anwendbares Verfahren zur Verfugung gestellt wird, bei 
dem ein speziesspezif ischer Nachweis von Organismen mSglich ist, 
25 die - je nach Art der (biologischen ) Probe - einer begrenzten, 
wohldef inierten Gruppe von Prokaryonten oder Eukaryonten angehd- 
ren. 

Das gemaB einem Teilaspekt der vorliegenden Erfindung entwickel- 
30 te Verfahren zur Isolierung und/oder Anreicherung bakterieller 
DNA (einschliefilich der Aufbereitung bzw. Auf konzentrierung von 
Bakterien) kann auch in anderen Anwendungsbereichen als isolier- 
tes Anreicherungsverf ahren - insbesondere von biologischen Pro- 
ben aus der Gruppe bestehend aus Blut oder Blutprodukten , 
35 Fleischsaft, Milch, (Ab-)Wasser oder jeder anderen Fliissigkeit, 
die mit Bakterien belastet sein kann - verwendet werden. Wie 
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bereits erwahnt, ist das Verfahren dadurch gekennzeichnet , dafl 
man die biologische Probe gegebenenf alls in Puffer aufnimmt und 
die nicht-bakterielle Zellen einer Lyse unterzieht, z.B. unter 
Verwendung von 1 bis 20 Gew.-% Tween® (Polyoxyethylen-Derivate 
5 von Sorbitanestern ) , Triton® Oder 3- [N- ( 3-Cholanamidopropyl ) - 
dimethylammonio]-l-propansulf onat (CHAPS) . Altemativ kann auch 
der oben genannte bevorzugte Lysispuffer in denselben Oder ahn- 
lichen Volumenanteilen verwendet werden. Nach Inkubation fiir 5 
Minuten bei Raumtemperatur wird das Gemisch anschlieflend in 

10 einem Zentrif ugenrohrchen einer geeigneten Menge einer Kissen- 
fliissigkeit (s.o.) uberschichtet . Bei der weiteren Aufarbeitung 
einschlieBlich Proteinase K-Verdau und anschlieflender Proteinase 
K-Inaktivierung verfahrt man vorzugsweise wie oben am Beispiel 
der Sepsiserreger angegeben. Das so erhaltene Lysat kann z.B. 

15 entweder unmittelbar in einer Nukleinsaure-Amplif ikationstechnik 
eingesetzt werden , gegebenenf alls kann eine weitere Aufreinigung 
durch Verwendung eines z.B. auf Glasmatrix basierenden Aufreini- 
gungssystems zum AufschluB von Bakterien und/oder zur Elimina- 
tion von Inhibitoren der Amplif ikation durchgefiihrt werden. 

20 

Die Vorteile des erf indungsgemaflen Anreicherungsverf ahrens be- 
stehen darin, daB die Abtrennung einer groBen, z.B. aus Blutzel- 
len stammenden DNA-Menge ermoglicht wird. Ferner gelingt in 
vorteilhaf ter Weise die Entfernung von z.B. aus Blut stammenden 
25 Stoffen (Ham etc.), die die Durchf iihrbarkeit von Nukleinsauream- 
plif ikationstechniken hemmen konnen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden ferner Kits zur 
Durchfiihrung der oben genannten Verfahren zur Verfiigung ge- 
30 stellt. 

Ein Kit zur Durchfiihrung des Verf ahrens zur Aufbereitung 
und/oder Auf konzentrierung von Bakterien aus biologischen Proben 
- insbesondere von Blut oder Blutprodukten, Fleischsaft, Milch, 
35 (Ab-)Wasser oder jeder anderen Fliissigkeit, die rait Bakterien 
belastet sein kann - enthalt 
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a) Lysispuffer enthaltend 1 bis 20 Gew.-% Tween ^Polyoxy- 
ethylen-Derivate von Sorbitanestem) , Triton oder 3- 
[N- ( 3-Cholanamidopropyl ) -dimethylammonio ] -l-propansul- 
fonat (CHAPS), 

b) Zentrif ugenrohrchen , 

c) Kissenflussigkeit einer Dichte von 1,07 g/ml, die ver- 
wendet wird, urn die biologische Probe dariiber zu 
schichten. 

Besonders bevorzugt besteht der Lysispuffer des Kits aus 109,5 
g (0,32 M) Sucrose, 1,221 g (10 mM) Tris-HCl, 10 ml (1%) Triton 
15 X-100, 1,016 g (5 mM) MgCl 2 ad 1000 ml destilliertem Wasser (pH 
7,5). 

Die Kissenfliissigkeit des Kits besteht vorzugsweise aus 10 ml 
1,5 M NaCl-Losung (87,6 g NaCi auf 1000 ml), 49,2 ml Percoll mxt 
einer Dichte von 1,13 ± 0,005 g/ml, 40,8 ml destilliertem Wasser 
(je 100 ml Kissenflussigkeit). 

Die Kits zur Durchfiihrung des Verfahrens zur Isolierung und/oder 
Anreicherung bakterieller DNA kann gegebenenf alls weitere Be- 
standteile enthalten, die zur (weiteren) Probenauf bereitung 
benotigt werden oder zweckmafiig sind. So enthalten die Kits 
zusatzlich Bestandteile zum AufschluB der Bakterien und gegebe- 
nenf alls zur DNA-Reinigung ( insbesondere zur Elimination von 
inhibitoren der Amplif ikation) oder dergleichen, wie z.B. Be- 
standteile von auf Glasmatrix basierenden kommerziellen Aufrex- 
nigungs-Systemen (z.H. QIAamp DNA Kit). Bevorzugt enthalt ein 
solcher Kit femer Proteinase K zum AufschluJi der Bakterien. 

Ein Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens zum speziesspezif ischen 
35 Nachweis von Prokaryonten oder Eukaryonten aus biologischen Pro- 
ben oder Umweltproben enthalt - gegebenenf alls zusatzlich zu den 



20 



25 



30 
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Bestandteilen eines oben genannten Kits zur Durchfiihrung des 
DNA-Auf arbeitungs- bzw. Anreicherungsverf ahrens - folgende Be- 
standteile: 



5 a) Gefafie und Bestandteile zur Durchfiihrung einer NAT, 

einschliefilich der Amplif ikationsprimer , wobei die 
Amplif ikationsprimer Sequenzen enthalten, die bei den 
betref f enden, nachzuweisenden Prokaryonten Oder Eukary- 
onten konserviert sind, 

10 

b) Gefafie und Bestandteile zur Durchfiihrung einer oder 
mehrerer Kettenabbruchpolymerisationen, einschliefilich 
ein oder mehrere (ggf . markierte bzw. unterschiedlich 
markierte) Sequenzierprimer ( vorzugsweise mit einer 
15 Lange von 15 bis 30 Nukleotiden ) , der/die mit einem Be- 

reich innerhalb der zu amplif izierenden Sequenzen hy- 
bridisiert/hybridisieren, der bei den nachzuweisenden 
Prokaryonten oder Eukaryonten konserviert ist. 



20 Der Kit enthalt zur Durchfiihrung der Kettenabbruchpolymerisa- 
tionen entweder 1, 2, oder 3 der vier moglichen Desoxyribonu- 
kleosidtriphosphate (dNTPs) oder alle vier moglichen dNTPs, 
wobei ein dNTP durch ein Kettenabbruch-Desoxyribonukleosidtri- 
phosphat (wie z.B. ein ddNTP, 3 ' O-Methyl-NTP , 3 ' -Amino-NTP oder 

25 dergleichen) ersetzt ist. 1 

Der Kit umfaflt gegebenenf alls ferner Bestandteile zur Bestimmung 
der Elongatlange (z,B. zur Durchfiihrung einer Elektrophorese ) 
bzw. entsprechende Bestandteile, die erforderlich oder niitzlich 

30 sind, um die Proben fur entsprechende Verfahren, mit denen die 
Elongatlange ermittelt werden kann, vorzubereiten . Solche Be- 
standteile ergeben Isich fur den Fachmann aus der obigen Be- 
schreibung des Verfahrens zum speziesspezif ischen Nachweis von 
Prokaryonten oder Eukaryonten, auf die in diesem Zusammenhang 

35 ausdriicklich Bezug genommen wird. 
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Gemal3 einer besonderen Ausf iihrungsf orm der Erfindung handelt es 
sich bei dem Kit z.B. um einen Kit zum Nachweis von Prokaryon- 
ten, insbesondere von Sepsiserregern, der als Amplif ikations- 
primer zwei hoch-konservierte Sequenzen aus der rRNA-Region, 
5 vorzugsweise die Amplif ikationsprimer gemafl SEQ ID NO 1 und 2 
oder gemaB SEQ ID NO 3 und 4 (wobei das Primerpaar gemaB SEQ ID 
NO 1 und 2 besonders bevorzugt ist), und/oder mindestens einen 
Sequenzierungsprimer f der mit einem konservierten Bereich der 
rRNA-Region hybridisiert , vorzugsweise mindestens einen Sequen- 
10 zierungsprimer aus der Gruppe bestehend aus SEQ ID NO 5, 6, 7, 
8, 9, 10 und 11 (wobei Mischungen bzw. Gemische der Sequenzie- 
rungsprimer gemafl SEQ ID NO 5 und 6, 7 bis 9 sowie 10 und 11 in 
einem einzigen oder getrennten Behaltern besonders bevorzugt 
sind) enthalt. 

15 

Die vorliegende Erfindung wird nachf olgend anhand von Beispielen 
naher erlautert. 

20 

Beispiel 1 

Verfahren zur Anreicherung von Mikroorganismen in biologischen 
Proben : 

25 

Im vorliegenden Bei spiel wurden Bakterien aus Blut aufbereitet 
bzw. angereichert . Dazu wurde Blut zunachst in Lysispuffer auf- 
genommen, der aus 109,5 g (0,32 M) Sucrose, 1,221 g (lO mM) 
Tris-HCl, lO ml (1%) Triton X-100, 1,016 g (5 mM) MgCl 2 ad 1000 
30 . ml destilliertem Wasser (pH 7,5) bestand, wobei ein Anteil Blut 
mit vier Anteilen Lysispuffer (also z.B. 3 ml Blut mit 12 ml 
Lysispuffer) vermischt und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert wurde. 

35 Anschliefiend wurde das Blut-Lysispuf f er-Gemisch auf ein Kissen 
(5 ml) gegeben und die gesamte Losung bei 1500 g fiir 30 Minuten 
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bei Raumtemperatur (RT) zentrif ugiert . 100 ml der Kissenf liissig- 
keit setzten sich wie folgt zusammen: 10 ml (1,5 M) NaCl-Losung 
(87,6 g NaCl auf 1000 ml), 49,2 ml Percoll mit einer Dichte von 
1,13 g/ml (+/- 0.005 g/ml ) , 40,8 ml destilliertes Wasser. Statt 
5 Percoll kann auch Sucrose oder Ficoll eingesetzt werden. Die 
Dichte des Kissens sollte in jedem Fall bei 1,07 g/ml liegen. 

Das Pellet, in dem sich die Bakterien befanden, wurde zweimal 
bei RT mit 0,15 M NaCl gewaschen und bei 1500 g pelletiert. 

10 

Anschliefiend erfolgte Proteinase K-Verdau des in TE-Puffer (10 
mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM Na 2 EDTA) resuspendierten Bakterienpel- 
lets bei 56 °C fiir zwei Stunden, und die Proteinase K wurde im 
Anschlufi bei 95°C fiir 15 Minuten inaktiviert. Das erhaltene 
15 Lysat wurde dann in der Amplif ikation eingesetzt. Altemativ 
konnen auch auf Glasmatrix basierende kommerzielle Aufreini- 
gungs-Systeme (z.H. QIAamp DNA Kit) zum AufschluJi der Bakterien 
und zur Elimination von Inhibitoren der Amplif ikation eingesetzt 
werden . 

20 

Beispiel 2 

Nachweis von Mikrooraanismen durch PCR-aestiitz te Amplif ikation 
und anschlieflende Elongation der Amplif ikate; 

25 

Die in Beispiel 1 erhaltene bakterielle DNA wurde einer PCR- 
Amplif ikation unter^ogen, und die erhaltenen Amplif ikate wurden 
anschlieflend in einer Kettenabbruchpolymerisation eingesetzt. 
Diese Methoden und die Bedingungungen , xinter denen diese Metho- 
30 den durchgefiihrt werden, sind dem Fachmann wohlbekannt (vgl. 
z.B. Garcia-Pichel et al., Arch. Microbiol. 169 (1998) 469-482; 
Cha et al., PGR Methods and Application 3 (1993) S18-29 (Manual 
Supplement); Tracy et al., Bio Techniques 11 (1) (1991) 68-75). 

35 
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A. NukleinsSure-Amp lif ikation ; 

Mit Hilfe der PCR wurde die 16S rRNA-Region rait zwei hochkonser- 
vierten Primern amplif iziert . Dazu wurden ein 16S-5 ' terminaler 
5 (SEQ ID NO 1) und ein 16S-3 ' terminaler Primer (SEQ ID NO 2) 
kombiniert, wobei einer der beiden PCR-Primer (hier der 16S- 
5'terminale Primer) ein zur Immoblisierung geeignetes Derivat, 
z . B . Biotin , enthielt . 

10 Anstelle der 16S rRNA kann auch der 16S-23S-rRNA-Spacer amplifi- 
ziert werden, gegebenenf alls mit den Primern gemaB SEQ ID NO 3 
(16S-proximaler Primer) und SEQ ID NO 4 ( 23S-proximaler Primer). 

Es ist fur den Fachmann selbstverstandlich, daii durch Modifika- 
15 tion der Oligonukleotide (wobbles, Mismatches, Biotin-, Digoxy- 
genin- oder Fluoresceinmarkierung etc.)/ <* as Ergebnis der PCR 
nicht grundlegend beeinfluBt wird. 

Die amplif izierten rRNA-Bereiche wurden nachfolgend einer Elon- 
20 gation unterzogen. 

B. Elongation der Amplifikate 

Zur Elongation der amplif izierten Spacer- Sequenzen wurden Oligo- 
25 nukleotide als Sequenzierungsprimer eingesetzt, die universell 
konserviert sind oder zumindest bei alien zielorganismen inner- 
halb der zu erfassenden Gruppe vorhanden sind. Nach Elongation 
mit einer Polymerase - unter Weglassung eines der vier naturli- 
chen Nukleosidtriphosphate oder in Anwesenheit eines Terminator- 
30 Nukleosidtriphosphats (z.B. ddNTP) - entstanden Produkte mit 
unterschiedlicher, charakteristischer Lange . 

Zur Elongation wurden vorliegend jeweils die folgenden Sequen- 
zierungsprimer verwendet, die zu 16S rRNA-Sequenzen komplementar 
35 sind, die bei alien Bakterien (Bacteria und Archaea) universell 
vorkommen (vgl. auch D.J. Lane, a.a.O.): 
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109r: SEQ ID NO 5 (109rl) und SEQ ID NO 6 (109r2) 
685r: SEQ ID NO 7 (685:1:1), SEQ ID NO 8 (685r2), 
SEQ ID NO 9 ( 685r3 ) . 

5 Zur Elongation wurden ferner zwei unterschiedlich markierte 
Sequenzierungsprimer 1475r s (SEQ ID NO 10) und 1475r h (SEQ ID NO 
11) verwendet . 

1475r s ist - innerhalb der Sepsis-Erreger - fiir die Gruppe der 
10 Gram-positiven Kokken spezifisch. 14 7 5r h ist - innerhalb der 
Sepsis-Erreger - fiir die Gruppe Haemophilus spezifisch. 

Die entsprechenden 16S rRNA- Sequenzen wurden ausgewahlt, da 
direkt benachbart sehr divergente Sequenzen vorhanden sind, d.h. 
15 Sequenzen, die fiir eine speziesspezif ische Unterscheidung von 
Mikroorganismen (Bakterien) verwendet werden konnen. 

Fur Sequenzierungsprimer 109r wurden die Nukleosidtriphosphate 
dGTP, dCTP, dTTP entweder allein oder unter Zusatz von ddATP 
20 (wie in in der Tab. 1 angegeben) eingesetzt. Bei Verwendung von 
dGTP, dCTP und dTTP alleine sind die in Tab. 1 angegebenen Werte 
um eine Nukleotideinheit zu verringern. 

Fiir Sequenzierungsprimer 685r wurden die Nukleosidtriphosphate 
25 dATP, dCTP, dTTP entweder allein, oder unter Zusatz von ddGTP 
(wie in in der Tab. 1 angegeben) eingesetzt. Bei Verwendung von 
dGTP, dCTP und dTTP alleine sind die in Tab. 1 angegebenen Werte 
um eine Nukleotideinheit zu verringern. 

30 Fiir Sequenzierungsprimer 1475r wurden die Nukleosidtriphosphate 
dGTP, dCTP, dTTP entweder allein oder unter Zusatz von ddATP 
(wie in in der Tab. 1 angegeben) eingesetzt. Bei Verwendung von 
dGTP, dCTP und dTTP alleine sind die in Tab. 1 angegebenen Werte 
um eine Nukleotideinheit zu verringern. 

35 

Die Elongationsreaktionen wurden unter dem Fachmann allgemein 
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bekannten Bedingungen durchgef iihrt (vgl. z.B. Fu et al., 
a .a .0 . ) . 

Die mit den oben genannten Primern erhaltenen Oligonukleotid- 
5 Elongate sind nachfolgend in Tab. 1 angegeben. 

Im vorliegenden Beispiel wurden die Elongate durch Fluoreszenz- 
detektion oder Massenspektrometrie nachgewiesen . Es war eine 
eindeutige Dif f erenzierung zwischen Pseudomonas aeruginosa 
10 (Elongate von 10 und 4 Basen) und Haemophilus influenzae (Elon- 
gate von 6 und 3 Basen) moglich (s. Tab. 1). 

Der zunachst unter Verwendung der Primer 109r und 685r gemaB 
Beispiel 2 erhaltene Datensatz ermoglichte keine Onterscheidung 
15 zwischen Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis. 
Diese ist jedoch unverzichtbar und wurde durch den zusatzlichen 
Einsatz des gruppenspezif ischen Primers 1475r 8 erreicht. Ebenso 
war eine Onterscheidung der beiden Haemophilus Species durch 
Verwendung des Primers 1475r h mdglich (vgl. Tab. 1). 

20 

Die in Tab. 1 dargestellten Ergebnisse zeigen, dafi bei Verwen- 
dung der Sequenz-spezifischen Primer charakteristische Elongate 
erhalten werden, die eine Dif f erenzierung unterschiedlicher 
Erreger gestatten. 

25 

Mit den in Tab. 1 aufgefuhrten Spezies sind ca. 80 % aller typi- 
scher Sepsis-Falle erfafit (Geerdes-Fenge et al. (1994) Chemot- 
her. J. 3, 131-143). Ein Nachweis der Sepsis ist somit unter 
Verwendung von nur drei Sequenz-spezifischen Primern, vorzugs- 
30 weise 109r, 685r und 1475r, moglich. 
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Tab . 1 ; Sequenz-spezif ische Oligonukleotid-Elongate innerhalb 
von 16S rRNA-Regionen 



Spezies 


Primer lO^, 
ddA-Terminator 
Lange des 


Primer 685r b) , 
ddG-Terminator 
Lange des 
Elonpats fBasen^ ? 


Primer 1475r \ 
ddA-Tenninator 
Lange des 
Elongats (Basen) 


Gram-positive Kokken 








Staphylococcus aureus 


9 


5 


6 s 


Staphylococcus epidermidis 


9 


5 


<* 

J 


Streptococcus pneumoniae 


5 


5 


/ 


Streptococcus pyogenes 


7 


5 \ 


AO* 


Enterococcus faecalis 


8 


2 




Gram-negative Kokken 








Neisseria menin&tidis 


1 


2 





Enterobakterien: Gram-negative 
Stabchen 








Escherichia coli 


6 


5 




Enterobacter spec. 


13 


5 




Proteus spec. 


13 


3 




Gram-negative begeifielte Pseudomo- 
naden 








Pseudomonas aeruginosa 


10 


4 




Pseudomonas fluorescens 


12 


19 




Pseudomonas mendocina 


9 


4 




Pseudomonas syringae 


13 


4 




Pasteurellaceae: Gram-negative 
unbegeifielte Stabchen 








Haemophilus influenzae 


6 


3 




Haemophilus ducreyi 


6 


3 


T 


Obligat anaerobe Gram-negative 
Stabchen 








Bacteroides spec. 


13(14)" 


6 





^Mischung aus 109rl und 109r2, b) Mischung aus 685rl, 685r2 und 685r3, c) Mischung aus 1475r s und 14751* 
(14)**: Nur ein Isolat in dieser relativ heterogenen Gattung ergibt diese Elongatlange. 
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Patentanspriiche s 

Verfahren zum spezies-spezif ischen Nachweis von Prokaryonten 
oder Eukaryonten mit Hilfe von Nukleinsaure-Amplif ikations- 
techniken, dadurch gekennzeichnet , dafl man folgende Schritte 
durchfiihrt: 

a) Amplif ikation der DNA aus biologischen Proben mit Hilfe 
einer Nukleinsaure-Amplif ikationstechnik, 

wobei man einen Bereich der DNA amplif iziert , der durch 
konservierte Sequenzen begrenzt ist, unter Verwendung von 
Amplif ikationsprimem, die die konservierten Sequenzen 
enthalten, 

b) Zugabe eines Sequenzierprimers zu den Amplif ikaten, der 
mit einem Bereich innerhalb der amplif izierten Sequenzen 
hybridisiert, der bei den nachzuweisenden Prokaryonten 
oder Eukaryonten konserviert ist, wobei der Sequenzier- 
primer so gewahlt ist, dafi fur die nachzuweisenden Proka- 
ryonten Oder Eukaryonten jeweils unterschiedliche Elonga- 
te erhalten werden, wenn man eine Kettenabbruchpolymeri- 
sation durchfiihrt, bei der man 1 , 2, oder 3 der vier mog- 
lichen dNTPs verwendet oder von den vier moglichen dNTPs 
eines durch ein Kettenabbruch-NTP ersetzt, 

c) Bestimmung der Lange der erhaltenen Elongate, 

wobei man die Prokaryonten oder Eukaryonten dadurch nach- 
weist, daB die erhaltenen Elongate mit den fur die jewei- 
ligen Prokaryonten oder Eukaryonten aufgrund ihrer Se- 
quenz zu erwartenden Elongate iibereinstimmen , 

d) wobei man gegebenenf alls einen oder mehrere weitere Se- 
quenzierprimer verwendet, der/die mit einem Bereich/Be- 
reichen innerhalb der amplif izierten Sequenzen hybrid! 
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sert/hybridisieren, der/die bei den nachzuweisenden Pro- 
karyonten Oder Eukaryonten konserviert ist/konserviert 
sind, 

wobei der/die weitere/weiteren Sequenzierprimer so ge- 
wahlt ist/sind, dafl fur die nachzuweisenden Prokaryonten 
oder Eukaryonten jeweiis unterschiedliche Elongate erhal- 
ten werden, wenn man eine Kettenabbruchpolymerisation 
durchftihrt, bei der man 1, 2, oder 3 der vier moglichen 
dNTPs verwendet oder von den vier moglichen dNTPS eines 
durch ein Kettenabbruch-NTP ersetzt, 



und wobei durch Verwendung des/der weiteren Sequen- 
zierprimer s/ Sequenzierprimer fur die jeweiis nachzuwei- 
senden Prokaryonten oder Eukaryonten jeweiis unterschied- 
liche Elongatmuster erhalten werden, 

e) Bestimmung der Lange der erhaltenen Elongate, 

wobei man die Prokaryonten oder Eukaryonten dadurch nach- 
weist, daB die bei Verwendung mehrerer Sequenzierprimer 
erhaltenen Elongatmuster mit den fiir die jeweiligen Pro- 
karyonten oder Eukaryonten aufgrund ihrer Sequenz zu 
erwartenden Elongatmustern ubereinstimmen . 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB man 
vor der Amplif ikation eine Anreicherung, Auf konzentrierung 
und/oder Vermehrung der nachzuweisenden Prokaryonten oder 
Eukaryonten und/oder eine Isolierung und/oder Anreicherung 
der DNA vornimmt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
daB Nukleinsaure-Amplif ikationstechnik aus der Gruppe beste- 
hend aus PCR, bDNA, LCR, 3SR, SDA oder NASBA ausgewahlt ist. 
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4 . Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3 , dadurch gekennzeich- 
net, da/3 man mehrere Sequenzierprimer verwendet und man bei 
der Kettenabbruchreaktion von den vier moglichen dNTPs eines 
durch ein Kettenabbruch-NTP ersetzt, wobei man die Polymeri- 
sation in Gegenwart aller Sequenzierprimer durchfiihrt, wobei 
die Sequenzierprimer jeweils unterschiedliche Markierungen 
tragen . 

5- Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, da/i der/die Sequenzierprimer eine Lange von 15 bis 30 
Nukleotiden auf weist /auf weisen . 

6. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 das Kettenabbruch-NTP Didesoxyribonukleosidtri- 
phosphat ( ddNTP ) , 3 ' O-Methyl-NTP oder 3 ' -Amino-NTP is t . 

7 . Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 6 , dadurch gekennzeich- 
net, da/5 man die Lange der Elongate mit Hilfe elektrophore- 
tischer Methoden, durch massenspektrometrischen Nachweis 
oder durch Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie bestimmt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da/3 die 
Lange der Elongate durch Matrix-assisted laser desorption 
ionization time of flight spectrometry (MALDI-TOF-Spektrome- 
trie) bestimmt, 

9. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 der amplif izierte DNA-Bereich rDNA ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 der 
DNA-Bereich die rRNA-Spacerregion ist. 

11. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 9, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 man als Amplif ikationsprimer das Primerpaar gema/3 
SEQ ID NO 1 und 2 oder das Primerpaar gema/3 SEQ ID NO 3 und 
4 verwendet . 
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12. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 11 , dadurch gekennzeich- 
net, daft man mindestens eine Kettenabbruchpolymerisation 
durchfiihrt und den/die Sequenzierungsprimer aus der Gruppe 
bestehend aus Sequenzierungsprimern gemaft SEQ ID NO 5 , 6, 7, 
8, 9, 10 und 11 auswahlt. 

13. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, daft daft es ein Verfahren zum spezies-spezif ischen Nach- 
weis von Eukaryonten ist und der amplif izierte DNA-Bereich 
das Cytochrom b-Gen aus Mitochondrien ist. 

14. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 12, dadurch gekennzeich- 
net, daft es ein Verfahren zum Nachweis von Sepsiserregern 
ist, bei dem die biologische Probe Blut ist und die Organis- 
men aus der Gruppe bestehend aus Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae , Strep- 
tococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Neisseria meningi- 
tidis, Escherichia coli, Enterobacter spec, Proteus spec, 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas 
mendocina, Pseudomonas syringae, Haemophilus influenzae, 
Haemophilus ducreyi und Bacteroides spec ausgewahlt sind. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , daft man 
Blut in einer geeigneten Menge Lysispuffer durch Vermischen 
von 1 Volumenanteil Blut mit 4 Volumenanteilen Lysispuffer 
aufnimmt, wobei der Lysispuffer aus 109,5 g (0,32 M) Sucro- 
se, 1,221 g (10 mM) Tris-HCl, 10 ml (1%) Triton X-100, 1,016 
g (5 mM) MgCl 2 ad 1000 ml destilliertem Wasser (pH 7,5) be- 
steht, man anschlieftend fur 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert und anschlieftend das Gemisch in einem Zentrifugen- 
rohrchen einer geeigneten Menge einer Kissenf liissigkeit 
iiberschichtet , wobei 100 ml der Kissenf liissigkeit aus 10 ml 
(1,5 M) NaCl-Losung (87,6 g NaCl auf 1000 ml), 49,2 ml Per- 
coll mit einer Dichte von 1,13 ± 0,005 g/ml, 40,8 ml destil- 
lierte Wasser bestehen, und man bei 1500 g fur 30 Minuten 
bei Raumtemperatur zentrif ugiert , man das Pellet zweimal mit 
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0,15 M NaCl-Losung bei Raumtemperatur wascht, man bei 1500 
g pelletiert und man das in TE-Puf fer resuspendierte Bakte- 
rienpellet nachfolgend fiir 2 Stunden bei 56 °C mit Proteinase 
K verdaut und man die Proteinase K im Anschlufi bei 95°C fiir 
15 Minuten inaktiviert, wobei man das erhaltene Lysat entwe- 
der unmittelbar in einer Nukleinsaure-Amplif ikationstechnik 
einsetzt oder man zuvor einer weiteren Aufreinigung durch 
Verwendung eines auf Glasmatrix basierenden Auf reinigungs- 
systems zum Auf schlufl von Bakterien und/oder Elimination von 
Inhibitoren der Amplif ikation durchfiihrt. 

16. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, dafi es ein Verfahren zum Nachweis von Protozoen ist, 
bei dem die biologische Probe Blut ist und die Eukaryonten 
aus der Gruppe bestehend aus der Gruppe bestehend aus Fla- 
gellaten, Amoeben, Sporozoa und Ciliaten ausgewahlt sind. 

17. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 11, dadurch gekennzeich- 
net, daB es ein Verfahren zum Nachweis von Salmonellen ist, 
bei dem die biologische Probe Fleisch oder Fleischsaft ist 
und die Prokaryonten Salmonellen sind. 

18. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, daB die biologische Probe Fischlaich ist und die Euka- 
ryonten Fische sind. 

19. Verwendung eines Verfahrens nach den Anspriichen 1 bis 15 in 
der medizinischen Diagnostik. 

20 . Verfahren zur Auf bereitung und/oder Auf konzentrierung von 
Bakterien, dadurch gekennzeichnet , daB man eine biologische 
Probe gegebenenf alls in Puffer aufnimmt und vorhandene 
nicht-bakterielle Zellen unter Verwendung von 1 bis 20 Gew.- 
% Tween® (Polyoxyethylen-Derivate von Sorbitanestern) , Tri- 
ton® oder 3-[N- ( 3-Cholanamidopropyl ) -dime thy lammonio ] -1- 
propansulfonat (CHAPS) und Inkubation fiir 5 Minuten bei 
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Raumtemperatur einer Lyse unterzieht, das Gemisch an- 
schlieflend in einem Zentrif ugenrohrchen einer geeigneten 
Menge einer Kissenf liissigkeit einer Dichte von 1,07 g/ml 
iibers chichtet und man bei 1500 g fur 30 Minuten bei Raumtem- 
peratur zentrif ugiert , wodurch man die Bakterien im Pellet 
erhalt und/oder anreichert. 

21. Verfahren nach Anspruch 20 , dadurch gekennzeichnet , da/3 man 
das erhaltene Pellet ferner zweimal mit 0,15 M NaCl-Losung 
bei Raumtemperatur wascht und bei 1500 g pelletiert. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, 
daJJ man eine Kissenf liissigkeit verwendet, von der 100 ml aus 
10 ml (1,5 M) NaCl-Losung (87,6 g NaCl auf 1000 ml), 49,2 ml 
Percoll mit einer Dichte von 1,13 ± 0,005 g/ml und 40,8 ml 
destilliertem Wasser bestehen. 

23. Verfahren zur Isolierung und/oder Anreicherung bakterieller 
DNA, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Verfahren nach 
einem der Anspriiche 20 bis 22 durchfiihrt und man die Bakte- 
rien im Pellet anschlieJJend einer Lyse unterzieht. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
die Lyse durchfiihrt, indem man das Bakterienpellet in TE- 
Puffer resuspendierte und fur 2 Stunden bei 56 °C mit Pro- 
teinase K verdaut und man die Proteinase K im Anschlufl bei 
95 °C fur 15 Minuten inaktiviert, wodurch man ein Lysat er- 
halt, in dem die bakterielle DNA enthalten ist. 

25. Verfahren zum spezies-spezif ischen Nachweis von Prokaryonten 
oder Eukaryonten mit Hilfe von Nukleinsaure-Amplif ikations- 
techniken, dadurch gekennzeichnet, dafl man zunachst ein 
Verfahren nach den Anspriichen 20 bis 24 und anschlieflend ein 
Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 14 durchfiihrt. 
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26. Kit zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach den Anspriichen 20 
bis 22 , dadurch gekennzeichnet , dafi es 

a) Lysispuffer enthaltend 1 bis 20 Gew.-% Tween® (Polyoxy- 
ethylen-Derivate von Sorbitane stern) , Triton® oder 3-[N- 
( 3-Cholanamidopropyl ) -dimethylammonio ] -1-propansulf onat 
(CHAPS) , 

b ) Zent r i f ugenrohr chen , und 

c) Kissenf liissigkeit einer Dichte von 1,07 g/ml 
enthalt. 

27. Kit nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dai3 der Lysis- 
puffer aus 109,5 g (0,32 M) Sucrose, 1,221 g (10 mM) Tris- 
HC1, 10 ml (1%) Triton X-100, 1,016 g (5 mM) MgCl 2 ad 1000 
ml destilliertem Wasser (pH 7,5) besteht. 

28. Kit nach Anspruch 20 oder 27, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Kissenf liissigkeit aus 10 ml (1,5 M) NaCl-Losung (87,6 g 
NaCl auf 1000 ml), 49,2 ml Percoll mit einer Dichte von 1,13 
± 0,005 g/ml, 40,8 ml destilliertem Wasser ( je 100 ml Kis- 
senf liissigkeit ) besteht. 

29. Kits zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach Anspruch 23 oder 
24, dadurch gekennzeichnet, da£ es zusatzlich zu den Be- 
standteilen eines Kits nach den Anspriichen 26 bis 28 Be- 
standteile zum Auf schlufl der Bakterien und zur DNA-Reinigung 
enthalt. 

30. Kit nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB es Protei- 
nase K enthalt. 
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31. Kit zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach den Anspruchen 1 
bis 18, dadurch gekennzeichnet , dafl es 

a) Gefafie und Bestandteile zur Durchfiihrung einer NAT, ein- 
schliefilich der Amplif ikationsprimer , wobei die Amplif i- 
kationsprimer Sequenzen enthalten, die bei den betref fen- 
den, nachzuweisenden Prokaryonten oder Eukaryonten kon- 
serviert sind, 

b) GefaJie und Bestandteile zur Durchfiihrung einer oder meh- 
rerer Kettenabbruchpolymerisationen , einschliefilich ein 
oder mehrere (ggf. markierte bzw. unterschiedlich mar- 
kierte) Sequenzierprimer ( vorzugsweise mit einer Lange 
von 15 bis 30 Nukleotiden ) , der/die mit einem Bereich in- 
nerhalb der zu amplif izierenden Sequenzen hybridisiert/- 
hybridisieren, der bei den nachzuweisenden Prokaryonten 
oder Eukaryonten konserviert ist, und 

c) Bestandteile zur Bestimmung der Elongatlange 
enthalt . 

32. Kit nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dafl er zur 
Durchfiihrung der Kettenabbruchpolymerisationen entweder 1 , 
2, oder 3 der vier moglichen Desoxyribonukleosidtriphosphate 
(dNTPs) oder alle vier moglichen dNTPs enthalt, wobei eines 
dieser dNTPs durch ein Kettenabbruch-Desoxyribonukleosidtri- 
phosphat ersetzt ist. 

33. Kit nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dafl das Ket- 
tenabbruch-Desoxyribonukleosidtriphosphat ein ddNTP, 3 'O- 
Methyl-NTP oder 3'-Amino-NTP ist. 



BNSOOCID: <WO 0107648A1_I_> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 01/07648 



- 33 - 



PCT/EP99/05234 



34. Kit nach den Anspriichen 31 bis 33 , dadurch gekennzeichnet , 
daB die Bestandteile zur Bestimmung der Elongatlange Vor- 
richtungen und Mittel zur Durchfiihrung einer elektrophoreti- 
schen Methode, einer massenspektrometrischen Methode oder 
einer Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie umfassen. 

35. Kit den Anspriichen 31 bis 34, dadurch gekennzeichnet , dafi er 
zusatzlich die Bestandteile eines Kits den Anspriichen 25 bis 
29 enthalt. 

36. Kit nach den Anspriichen 31 bis 35 , dadurch gekennzeichnet, 
daB es ein Kit zum Nachweis von Prokaryonten ist, der als 
Amplif ikationsprimer zwei hoch-konservierte Sequenzen aus 
der rRNA-Region enthalt. 

37. Kit nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB daB die 
Amplif ikationsprimer die Primer gemaB SEQ ID NO 1 und 2 oder 
die Primer gemaB SEQ ID NO 3 und 4 sind. 

38. Kit nach den Anspriichen 36 und 37, dadurch gekennzeichnet, 
daB er mindestens einen Sequenzierungsprimer enthalt, der 
mit einem konservierten Bereich der rRNA-Region hybridi- 
siert. 

*■ * 

39. Kit nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB der /die 
Sequenzierungsprimer aus der Gruppe bestehend aus Sequenzie- 
rungsprimern gemaB SEQ ID NO 5, 6, 7, 8, 9, 10 und 11 ausge- 
wahlt ist/sind. 

40. Kit nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB er eine 
Mischung der Sequenzierungsprimer gemaB SEQ ID NO 5 und 6, 
eine Mischung der Sequenzierungsprimer gemaB SEQ ID NO 7 bis 
9 sowie eine Mischung der Sequenzierungsprimer gemaB SEQ ID 
NO 10 und 11 in einem einzigen oder getrennten Behaltern 
enthalt . 
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